ヒト肝癌細胞の三次元培養化に伴う遺伝子発現変動の網羅的解析 by 葛岡 健太郎 et al.
一　212　一
東医大誌　66（2）；212－223，2008
ヒト肝癌細胞の三次元培養化に伴う遺伝子発現変動の網羅的解析
葛　岡　健太郎1）
相崎英樹3）
岩　田　耕一・郎2）3）
鈴　木　哲　朗3）
1）東京医科大学外科学第五講座
2）東京薬科大学薬学部医療薬学科臨床薬理学
3）国立感染症研究所ウイルス第二部
吉　崎　佐矢香3）
長　尾　　　桓1）
【要旨】肝由来細胞の単層培養系は細胞極性など肝組織本来の特性が失われている。ヒト肝癌細胞株を立体
的に培養し本来の形態に近似させることで、単層培養系に比べてどのような遺伝子の発現が変化するかを解
析するため、ハイドロゲルTGPを利用したHepG2細胞の三次元培養系を確立した。TGP中では細胞増殖速
度は低下するものの立体的なスフェロイド構造が形成されることを見出し、マイクロアレイ解析の結果、三
次元培養に伴い細胞増殖制御、細胞分化調節、細胞内輸送、脂質代謝に関連する遺伝子群の発現変動が認め
られた。その中で、IGFBP3の発現上昇は特に顕著であり、IGFBP3を強制発現させたHepG2細胞では増殖
効率の低下が認められたことから、肝癌細胞の三次元培養化に伴うIGFBP3の発現上昇が細胞増殖度低下に
寄与している可能性が示唆された。さらにIGFBP3発現によって誘導される遺伝子群も同定しており、以上
の結果は、肝癌細胞の増殖能、肝組織の生物学的特性発現の分子機構を解析する上で有用な知見となる。
はじめに
　臓器、組織を形成する多くの細胞は通常の単層培養
実験系では細胞極性など本来の生物学的性質が失わ
れている。これらの細胞は、立体的に三次元培養する
ことにより細胞内分子群が秩序正しく空間的に配置
され極性を有し、また細胞間ジャンクション構造を形
成するようになることが知られている1）。細胞の極性
は細胞機能発現の基盤となるものと考えられている
が、このような形態変化がどのような分子メカニズム
で細胞機能を制御しているかは明らかにされていな
い。本研究では、低温（15QC以下）で水溶液、高温
（25．C以上）でゲル状となる2）3）温度感受性ハイドロゲ
ルThermo－reversible　Gelation　Polymer（TGP）を用い
て、ヒト肝癌細胞株の中で細胞生物学研究に最も広く
用いられているヒト肝癌細胞株HepG2の三次元培養
系の樹立を試み、スフェロイド形成に伴う細胞の遺伝
子発現変化をマイクロアレイ法で網羅i的に解析した。
　マイクロアレイ解析により三次元培養系で発現が
有意に充進した遺伝子群の中で細胞増殖制御に関与
するInsulin－like　growth　factor　binding　protein　3
（IGFBP3）に注目した。IGFBP3はInsulin－like　growth
factor（IGF）と結合しその作用を調節すること、細胞
増殖を負に制御しうることが知られている。培養系に
よる発現レベルの違いを定量RT－PCR法及びウエス
タンプロット法で解析した。さらに、本研究で観察さ
れたIGFBP3の発現変化がHepG2細胞の増殖能に影
響を与えるかを調べるため、HepG2細胞にIGFBP3
を強制発現させることによって細胞の増殖効率に変
化が見られるかを解析した。
方法・材料
1．TGPを用いた細胞培養
ヒト肝細胞癌由来細胞株HepG2は10％ウシ胎児血
2007年ll月2日受付、2007年12月4日受理
キーワード：HepG2、　IGFBP3、三次元培養、　TGP
（別冊請求先：〒192－0042東京都八王子市中野山王2－15－16八王子山王病院　葛岡健太郎）
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清添加Dulbecco’s　modified　Eagle’s　medium（DMEM）
（和光純薬工業、Osaka，　Japan）を培地として用い、5％
CO2存在下、37℃で培養した。固形化TGP（Mebiol
Gel　MB－10；Mebiol，　Tokyo，　Japan）に上記培地を10
ml加えて4℃で7日間静置し完全にゾル化した後使
用した。このゾル化TGP　l．8　mlに細胞6×106　cells／
mlを0．2　ml加え細胞縣濁ゾルを調製した。この調製
は氷上で行った。細胞縣濁ゾル0．6mlを35　mmφ
ディッシュ（Sumitomo　Bakelite，　Tokyo，　Japan）に分
注し37℃でゲル化させた。さらに370Cに加温した培
地3mlを重層し培養を開始した。細胞を回収する場
合は、培養ディッシュを4℃で冷却しTGPをゾル化
させた後、4倍量の培地で希釈し遠心操作により細胞
を沈殿させた。対照試料とする単層培養は100mmφ
ディッシュに1．2×106cellsの細胞を播種して培養し
た。
　2．DNAマイクロアレイ解析
　DNAチップはHuman　genome　Focus　Array
（Affymetrix，　Tokyo，　Japan）を用いた。このアレイには
NCBI　RefSeqデータベース由来の約8，973遺伝子が搭
載されている。測定データの解析にはAF－
FYMETRIX　GeneChip　Operating　Software　1．0　（http：／／
www．affymetrix．com／j　p／products／software／specific／
gcos．affx）を用い、各遺伝子についての発現の有無を
Absolute　analysisで、サンプル問での発現量の比較を
Comparison　analysisによって行った。
　3．RNAの調製
　細胞のtotal　RNAの調製にはTRIZOL⑪Reagent
（Invitrogen，　Tokyo，　Japan）を使用した。　TGP培養後、
15mlチューブに回収した細胞は、　PBSで1回洗浄し
た後、400μ1のTRIZOL＠Reagentに溶解させ、1．5　ml
チューブに回収した。5分間室温で静置した後、200μ1
のクロロホルムを加え、30秒撹拝し、5分間氷上に置
いた。12，000rpm、15分間遠心し、水層を回収しイソ
プロパノール400　Pt　1を加えた。室温で10分間放置し
た後、上記のように遠心操作を行いペレットに800　Pt　1
の75％エタノールを加え沈殿させた。
　4．定量RT－PCR解析
　IGFBP3，　N－myc　（NDRG　I），　Solute　e　carrier　family
26，　member3　（SLC26A3），　FXYD　domain　containing
ion　transpoit　regulator　1　（phospholemman）　（FXYDI），
Ceruloplasmin　（CP），　Cholinergic　receptor，　nicotinic，
beta　polypeptide　1（CHRNBl），　Tensin（TNS）遺伝子の
PCRプライマー及び蛍光標識プローブはそれぞれ
Applied　Biosystems（Foster，　CA，　USA）より購入した。
ワンステップRT－PCR反応には、　TaqManTM　one－step
PCR　master　mix　reagents　kit（Applied　Biosystems）を用
いた。48QCで30分間、逆転写反応を行い、950C、10分
間処理した後、PCR反応として95℃：15秒、60．C：1
分を60サイクル行った。一連の反応及び増幅cDNA
の検出にはABI　PRISM　7700　TaqManTM　sequence
detector（Applied　Biosystems）を用いた。
　5．統計学的解析
　mRNA発現量の統計学的有意差はMann－Whitney
U－testによって検定した。統計解析には統計ソフト
ウェアStatView　5．0（SAS　Institute　Inc，　Cary，　NC）を用
いた。
　6．ウエスタンプロッティング
　細胞蛋白質の抽出にはPassive　Lysis　Buffer
（Promega，　Tokyo，　Japan）を用い、超音波細胞破砕装置
BIORUPTOR（Toshodenki，　Tokyo，　Japan）で細胞破
壊操作を行った。遠心後の上清についてBCATM　Pro－
tein　assay　kit（Pierce，　Rockford，　IL）を用いて蛋白濃度
を測定し、一定量ずつSDS一ポリアクリルアミドゲル
電気泳動を行った。メンブレンへのプロッティングに
はTrans－Blot　SD（Bio－Rad，　Richmond，　CA）を用い、
4％スキムミルク（Mor naga，　Tokyo，　Japan）でブロッ
キングを行った。500倍希釈した抗IGFBP－3抗体
（Upstate　Inc，　Lake　Placid，　NY）を370C、1時間反応さ
せた後、TTBS溶液（20　mM　Tris－HCl，　O．5　M　NaCl，
0．05％Tween　20）で3回洗浄した。3，㎜倍希釈の抗ウ
サギlgG抗体（Cell　Signaling　Technology，　Danvers，
MA）を37QC、1時間反応させた後、　TTBS溶液にて洗
浄 、Super　Signal⑭West　Pico　Chemiluminescent
Substrate（Pierce）を用いて発色させた。内部コント
ロールとしてGAPDHの発現を同様に解析した。
　7．IGFBP3遺伝子の細胞への導入
　IGFBP3発現プラスミドpSF398はDr．　Sue　M．
Firth　（Kolling　lnstitute　of　Medical，　University　of
Sydney，　Australia）より供与された。HepG2細胞をK－
PBS　（30　mM　NaCl，　120　mM　KCI，　8　mM　Na2HPO4，　1．5
mM　KM、PO4，5mM　MgC12）で洗浄し細胞縣濁液を加
えた。Gene　Pulser　Cuvette（Bio－Rad）に移し、　pSF398
を添加し氷上に5分間静置した。GENE　PULSER
（Bio－Rad）にセットし975μFD、300　Vでエレクトロ
ポレーションを行った。100mmφディッシュに細胞
を播種し一晩培養後、トリプシンで細胞を剥がし、細
胞数をカウントし、12－well　plate（lwaki，　Tokyo，　Japan）
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に分注し、その後1，2，3，4，5，6日目に細胞数をカウン
トした。培地は4日目に交換した。
　8．IGFBP3発現に伴って変化する遺伝子発現の網
　　羅的解析
　上記7．で遺伝子導入を行ったHepG2細胞を100
mmφディッシュに捲き戻し、1日目と3日目に培地
交換を行い、4日目に細胞を回収した。前述のマイクロ
アレイと同様の方法によりIGFBP3発現に伴う遺伝
子発現の一斉解析を行った。
結 果
　1．TGPを用いたHepG2細胞の三次元培養
　Single　cellに分散したHepG2をゾル化TGPに縣濁
した後、37℃でゲル化した（TGP培養）。細胞の増殖
度、形態を通常の単層培養系と比較した結果をFig．1
に示した。TGP培養は、単層培養に比べ緩やかではあ
るがコンスタントな細胞増殖が認められた（Fig．　lA）。
Doubling　timeはTGP培養では、約48時間、単層培
養では約38時間であり、培養7日後の細胞数は単層
培養の約1／3であった。位相差顕微鏡での細胞形態観
察の結果をFig．1Bに示した。単層培養では、扁平状の
形態を示したのに対し、TGP内で増殖したHepG2細
胞は球形状の細胞塊（スフェロイド）形成が観察され
た。培養7日目では、TGP内で直径約50μm程度のス
フェロイド形成が認められた。このように細胞増殖度
は単層培養より低いもののTGP内にHepG2細胞が
三次元培養化できることが明らかとなった。
　2．マイクロアレイ解析による遺伝子発現プロファ
　　　イリングの比較
　HepG2細胞の三次元培養化に伴う遺伝子の発現変
化を網羅的に解析するためマイクロアレイ解析を
行った。測定した8，973種類の遺伝子のうち、4，941種
類（56％）の遺伝子が比較可能であった。87種類（1％）
の遺伝子は単層培養系に比べ三次元培養系で発現レ
ベルが2倍以上に上昇していた。この中には細胞増
殖、分化の制御に関連する遺伝子がIGFBP3など5種
類、輸送に関係する遺伝子がSLC26A3など10種類、
代謝に関連する遺伝子がTyrosinase－related　protein　l
（TYRPl）など38種類、免疫応答に関係する遺伝子が
CDg　antigen（CD9）など4種類、シグナル伝達に関係
する遺伝子がTroponin　C，　slow（TNNCI）など17種
類、アポトーシスに関係する遺伝子がBCL2／adeno－
virus　E　I　B　IgkDa　interacting　protein　3（BNIP3L）など5
種類含まれていた（Table　l）。一方、20種類（0．2％）の
遺伝子が三次元培養系で発現レベルが1／2以下まで
低下していた。その中には増殖、分化を制御する遺伝
子がInsulin　growth　factor　l（IGFI）など3種類、代
謝に関係する遺伝子がPrimase　polypeptide　2A
（PRIM2A）など9種類、シグナル伝達に関係する遺伝
子がGuanine　nucleotide　binding　protein（G　protein），
gamma　l3（GNGI3）など6種類含まれていた（Table
2）0
　3．遺伝子発現変化のmRNA定量的解析
　マイクロアレイ解析で単層培養系に比べ三次元培
養系で発現上昇が認められた遺伝子群のうち、増殖調
節に関係するIGFBP3、　NDRGl、細胞内物質移動に関
（A） （B）
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Fig．1　Establishment　of　the　three－dimensional　culture　of　HepG2　cells　in　TGP．
　　　（A）　Cell　growth　curves．　（B）　Morphological　comparison　of　the　cells　with　monolayer　culture　（left）　and　with　TGP　culture
　　　（right）．
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Table　1　Genes　with　increased　levels　of　expression　in　the　TGP　culture．
SLR Genbank　IDCommon　name Gene　name
2．9
1．7
1．2
　1
　1
2．5
2．4
2
1．2
　1
4．4
2．9
i．9
1．7
1．4
1．3
Ll
L1
1．1
　1
4
2．6
2．4
2．3
2．3
2．1
2．1
1．9
1．8
1．8
1．8
1．8
1．8
1．7
1．6
1．6
1．5
1．5
1．5
1．5
1．4
1．4
1．3
1．3
1．3
12
NM　003116．1
NM　030773
NM　oo6576
NM　002593
NM　013332．1
M31159
NM　006096
U15172
NM　004052
NM　oo3810
NM　002635
NM　005031
NM　OOOO40
AF162690
NM　OOI1222
NM　030971
NM　003046
NM　OO1311．3
AFO67864
NM　005835
NM　ooO550
NM　oo　1216
NM　OOOO96
NM　201555．1
NM　OOOO45
NM　004566
NM　002591
NM　OO　1443
NM　OOI124
NM　003670
NM　OO1674
NM　021603
NM　ooO602．1
NM　ooO　158．1
NM　012331
NM　002108
NM　016236
AFI16713
NM　012228．2
NM　002217．2
NM　031244
NM　OO18012
NM　015869
NM　oo2610
NM　005165．2
NM　002084
SPAG4
TUBBI
AVIL
PCOLCE
HIG2
IGFBP3
NDRGl
BNIP3L
BNIP3
TNFSFlO
SLC26A3
FXYDI
APOC3
TTR
ADFP
BA　108L72
SLC7A2
CRIPI
TFR2
SLC17A2
TYRPl
CAg
CP
FHL2
ARGl
PFKFB3
PC　KI
FABPl
ADM
BHLHB2
ATF3
FXYD2
SERPINEI
GBEI
MSRA
HAL
AGXT
ITIH　l
MSRB
ITIH3
SIRTs
CDOl
PPARG
PD　KI
ALDOC
GPX3
　　　Cell　growth，　differentiation
sperm　associated　antigen　4
tubulin，　beta　1
advilljn
procollagen　C－endopeptidase　enhancer
hypoxia－inducible　protein　2
　　　　　　　　　　　Apoptosis
insulin－like　growth　factor　binding　protein　3
N－myc　downstream　regulated　gene　l
BCL2／adenovirus　E　I　B　19　kDa　interacting　protein　3－like
BCL2／adenovirus　E　I　B　19　kDa　interacting　protein　3
tumor　necrosis　factor　（ligand）　superfamily，　member　10
　　　　　　　　　　Transport
solute　carrier　family　26，　member　3
FXYD　domain　containing　ion　transport　regulator　1　（phospholemman）
apolipoprotein　C－III
transthyretin　（prealbumin，　amyloidosis　type　1）
adipose　differentiation－related　protein
similar　to　rat　tricarboxylate　carrier－like　protein
solute　carrier　family　7　（cationic　amino　acid　transporter，　y十　system），　member　2
cysteine－rich　protein　1　（intestinal）
transferrin　receptor　2
solute　carrier　family　17　（sodium　phosphate），　member　2
　　　　　　　　　　Metabolism
tyrosinase－related　protein　1
carbonic　anhydrase　IX
ceruloplasmin　（ferroxidase）
four　and　a　half　LIM　domains　2
arginase，　liver
6－phosphofructo－2－kinase／fructose－2，6－biphosphatase　3
phosphoenolpyruvate　carboxykinase　1　（soluble）
fatty　acid　binding　protein　1，　liver
adrenomedullin
basic　helix－loop－helix　domain　containing，　class　B，　2
activating　transcription　factor　3
FXYD　domain　containing　ion　transport　regulator　2
serpin　peptidase　inhibitor
glucan　（1，　4－alpha一），　branching　enzyme　1
methionine　sulfoxide　reductase　A
histidine　ammonia－lyase
alanine－glyoxylate　aminotransferase
inter－alpha　（globulin）　inhibitor　H　l
methionine　sulfoxide　reductase　B2
inter－alpha　（globulin）　inhibitor　H3
sirtuin　（silent　mating　type　information　regulation　2　homolog）　5　（S．　cerevisiae）
cysteine　dioxygenase
peroxisome　proliferative　activated　receptor，　gamma
pyruvate　dehydrogenase　kinase，　isoenzyme　1
aldolase　C
glutathione　peroxidase　3　（plasma）
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Table　l　Continued．
SLR Genbank　ID　Common　name Gene　name
1．2
12
1．1
1．1
1
1
1
1
1
1
1
1
1．9
1．7
1．3
L1
4．4
2．4
2．1
1．9
1．6
1．5
1．4
1．3
1．3
1．2
1．2
Ll
l．且
1
1
1
1
1
X86401
NM　OO1360
NM　002773．2
NM　003528．2
NM　OO1916
AI189359
NM　OO1461
NM　005962
AI313324
NM　003212
NM　005398．3
NM　ooO504．3
NM　014257
NM　OO1769
BG327863
NM　003734
AFO20769
NM　018274
NM　OOO747
NM　015385
NM　OOO211
M13981
NM　oo2842
AFO84462
NM　004417
AFO22375
NM　006183
A1690165
AL136139
NM　002205
BCOOO658
NM　OOO799
NM　OO　1321
L22431
GATM
DHCR7
PRSS8
HIST2H2BE
CYCI
MVD
FMOs
MXIl
HIST2H2AA
TDGFI
PPPIR3C
FIO
CD209L
CDg
CD24
AOC3
TNNCl
TNS
CHRNBI
SORBSl
ITGB2
1NHA
PTPRH
RITl
DUSPI
VEGF
NTS
RAB26
NEDDg
ITGAs
STC2
EPO
CSRP2
VLDLR
glycine　amidinotransferase　（L－arginine：　glycine　amidinotransferase）
7－dehydrocholesterol　reductase
protease
histone　cluster　2
cytochrome　c－1
mevalonate　（diphospho）　decarboxylase
flavin　containing　monooxygenase　5
MAX　interactor　1
histone　2．　H2aa
　　　　，
teratocarcinoma－derived　growth　’factor　1
protein　phosphatase　1
coagulation　factor　X
　　　　　Immune　response
CD209　antigen－like　serine　proteinase　inhibitor，　class　E
CD9　antigen　（p24）
CD24　antigen　（small　cell　lung　carcinoma　cluster　4　antigen）
amine　oxidase，　copper　containing　3　（vascular　adhesion　protein　1）
　　　　Signal　transduction
troponin　C，　slow
tensin
cholinergic　receptor，　nicotinic，　beta　polypeptide　1　（muscle）
sorbin　and　SH3　domain　containing　1
integrin，　beta　2　（antigen　CD18　（p95），　macrophage　antigen　1　（mac－1）　beta　subunit）
inhibin，　alpha
protein　tyrosine　phosphatase，　receptor　type，　H
Rasulike　without　CAAX　l
dual　g．　pecificity　phosphatase　1
vascular　endothelial　growth　factor
neurotensln
RAB26，　member　RAS　oncogene　family
neural　precursor　cell　expressed，　developmentally　down－regulated　9
integrin，　alpha　5　（fibronectin　receptor，　alpha　polypeptide）
stanniocalcin　2
erythropoietin
cysteine　and　glycine－rich　protein　2
very　low　density　lipoprotein　receptor
わるSLC26A3、　FXYDl、　CP、　CHRNBl、信号伝達に
関わるTNSについて、両培養細胞中でのmRNA発現
をreal－time　RT－PCR法により定量的に解析した。ア
クチンmRNAの発現量を各培養系の内部標準とし
た。その結果、三次元培養系におけるIGFBP3の発現
が単層培養に比べ約4倍充進していることが示され
た（Fig．2A）。　IGFBP3以外の遺伝子については必ずし
も有意な差は認められなかった。
　4蛋白レベルでの遺伝子発現の比較
　三次元培養化に伴う遺伝子発現変動のうちIGFBP3
の発現上昇が顕著であることが示されたが、実際に蛋
白質レベルでも培養系問で差異を認めるかをウエス
タンブロット法で解析した。Fig．2に示すように、単層
培養した細胞に比べて三次元培養した細胞において
IGFBP3蛋白量が増加していることが示された。
　5．IGFBP3強制発現に伴う細胞増殖能の変化
　IGFBP3発現ベクター導入後6日目まで観察したと
ころ、IGFBP3高発現細胞ではコントロール（empty
vector導入）細胞と比べ増殖速度の低下が認められ
た。Doubling　timeはIGFBP3高発現細胞が約50時間
であったのに対しコントロール細胞では約44時間で
あった（Fig．3）。
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　6．IGFBP3発現に伴って変化する遺伝子発現の網
　　　　羅的解析
　三次元培養化に伴いIGFBP3の発現が上昇し、この
発現変化が細胞の増殖効率の制御に関与する可能性
が示唆されたが、HepG2細胞におけるIGFBP3によ
る増殖制御の分子機構を明らかにしていくため、
IGFBP3発現に伴って変化する遺伝子発現をマイクロ
アレイ法によって網羅的に解析した。IGFBP3の高発
現に伴い0．5％（53種類）の遺伝子の発現レベルが2倍
以上に上昇した（Table　3）。この中にはシグナル伝達
Table　2　Genes　with　decreased　levels　of　expression　in　the　TGP　culture．
SLR Genbank　IDCommon　name Gene　name
Ce皿growth，　differentiation，　anti－apoptosis
一　2．4
－1
－1
一　3．9
一　3．1
一　2．8
一　2．6
一　2．6
一　2．6
　1
－1
－1
一　1．8
一3
－25
一　2．1
一　1．3
一　1．1
－1
一　3．9
NM　OOO6182
NM　005219．2
NM　003246．2
NM　Ooo947
NM　OO1644．3
075604－2
NM　015886．3
NM　006919．1
NM　OOO　153
NM　005575．2
NM　OOO214．1
NM　oo3538．3
NM　oo3043．2
NM　016541
NM　005242．3
NM　OOIO50．2
NM　004843．2
NM　002760．3
NM　OOO214．1
NM　OO　1562．2
IGFl
DIAPH　l
THBS　1
PRIM2A
APOBECl
USP2
PI　15
SERPINB3
GALC
LNPEP
ID3
HISTIH4A
SLC6A6
GNG　13
F2RLI
SSTR2
1L27RA
PRKY
JA　G1
IL18
insulin－like　growth　factor　1　（somatomedin　C）
diaphanous　homolog　1　（Drosophila）
thrombospondin　1
　　　　　Metabolism
primase，　polypeptide　2A，　58　kDa
apolipoprotein　B　mRNA　editing　enzyme
ubiquitin　specific　protease　2
peptidase　inhibitor　15
serpin　peptidase　inhibitor，　clade　B　（ovalbumin），　member　3
galactosylceramidase　（Krabbe　disease）
carbonic　anhydrase　IX
inhibitor　of　DNA　binding　3，　dominant　negative　helix－loop－helix　protein
histone　cluster　1，　H4a
　　　　　Transport
solute　carrier　family　6　（neurotransmitter　transporter，　taurine），　member　6
　　Signal　transduction
guanine　nucleotide　binding　protein　（G　protein），　gamma　13
coagulation　factor　II　（thrombin）　receptor－like　1
somatostatin　receptor　2
interleukin　27　receptor，　alpha
protein　kinase，　Y－linked
jagged　1　（Alagille　syndrome）
　　　Immune　response
interleukin　18
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Fig．2　IGFBP3　is　highly　expressed　in　the　TGP　culture　in　comparison　with　the　monolayer　culture．
　　　　　（A）　Real－time　RT2PCR　analysis．　Average　values　of　three　independent　measurements　with　standard　deviations　are
　　　　　shown．　There　is　a　significant　difference　between　IGFBP3　expression　in　the　monolayer　（2D）　culture　and　that　in　the　TGP
　　　　　（3D）　culture　（“：　p〈O．05；　student’s　t　test）．　（B）　Western　blot　analysis．　Cell　lysates　from　2D　and　3D　cultures　were
　　　　　resolved　on　a　SDS“polyacrylamide　gel，　followed　by　probing　with　anti－IGFBP3　or　anti－GAPDH　antibody．
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　　　　　　　　　　　Days　（after　transfection）
Cell　growth　curves　of　HepG2　cells　with　or　without
over－expression　of　IGFBP3．
Cells　were　transfected　with　IGFBP3－expression　plasmid
（closed　circle）　or　with　an　empty　vector　（open　circle）．
Results　show　the　mean　cell　numbers　in　three　dishes　with
standard　deviation．
に関係する遺伝子がProtein　kinase，　cGMP－dependent，
type　II（PRKG2）など16種類、核酸代謝に関連する遺
伝子がForkhead　box　D2（FOXD2）など12種類、増
殖、分化の制御に関連する遺伝子がCadherin　l　l，type
2，0B－cadherin（CDHll）など7種類、輸送に関係す
る遺伝子がCyclic　nucleotide　gated　channel　alpha　3
（CNGA3）など5種類、細胞骨格、形態形成に関係す
る遺伝子が1種類含まれていた。一方、0．5％（41種類）
の遺伝子の発現レベルがIGFBP3の高発現によって
逆に1／2以下まで低下していた。その中にはシグナル
伝達に関係する遺伝子がHCF－binding　transcription
factor　Zhangfei（ZF）など14種類、核酸代謝に関連す
Table　3　Genes　with　increased　levels　of　expression　in　the　IGFBP3－overexpressing　cells．
SLR Genbank　ID　Common　name Gene　name
4．4
1．9
1．7
1．7
15
1．4
L1
3．2
1．9
1．5
1．4
1．2
1．5
1．0
1．3
5．0
4A
4．0
3．7
35
2．7
2．7
2．2
2．1
2．0
1．9
1．9
1．6
1．6
1．3
1．2
NM　OO　1797
AKOOO947
NM　004543
NM　003803
NM　006771
NM　OOO231
NM　Ooo259
NM　oo　1298
AF155159
NM　004732
U27699
NM　OO　1891
NM　OOO764
AI685944
NM　004434
NM　oo6259
NM　oo7368
NM　030901
NM　003914
NM　017412
NM　002649
Z81148
NM　OOO805
NM　ooO965
NM　oo5739
NM　005761
NM　021920
NM　005044
NM　005621
DIO537
NM　018971
CDHll
MYH7B
N　EB
MYOMl
KRT38
SGCG
MYOsA
CNGA3
AP4Sl
KCNAB3
SLC6A12
CSN2
CYP2A6
1APP
EML1
PRKG2
RASA3
0R7A17
CCNAl
FZD3
PIK3CG
GNRHR
GAST
RARB
RASGRPI
PLXNCl
SCT
PRKX
SlOOA12
MPZ
GPR27
Cell　growth，　differentiation，　apoptosis
cadherin　11，　type　2，　OB－cadherin　（osteoblast）
myosin，　heavy　polypeptide　7B，　cardiac　muscle，　beta
nebulin
myomesin　1　（skelemin）　185　kDa
keratin　38
sarcoglycan，　gamma　（35kDa　dystrophin－associated　glycoprotein）
myosin　VA　（heavy　polypeptide　12，　myoxin）
　　　　　　　　　Transport
cyclic　nucleotide　gated　channel　alpha　3
adaptor－related　protein　complex　4，　sigma　1　subunit
potassium　voltageLgated　channel，　shaker－related　subfamily，　beta　member　3
コ口lute　carrier　family　6　member　12
casein　beta
　　　　　　　　Metabolism
cytochrome　P450，　family　2，　subfamily　A，　polypeptide　6
islet　amyloid　polypeptide
　　　　　　　Cell　structure
echinoderm　microtubule　associated　protein　like　1
　　　　　Signal　transduction
protein　kinase，　cGMP－dependent，　type　II
RAS　p21　protein　activator　3
01factory　receptor，　family　7，　subfamily　A，　member　17
cyclin　A　l
frizzled　homolog　3　（Drosophila）
phosphoinositide－3ukinase，　catalytic，　gamma　polypeptide
gonadotropin－releasing　hormone　receptor
gastrin
retinoic　acid　receptor，　beta
RAS　guanyl　releasing　protein　1　（calcium　and　DAG－regulated）
plexin　C　l
secretin
protein　kinase，　X－linked
SIOO　calcium　binding　protein　A　12　（calgranulin　C）
myelin　protein　zero　（Charcot－Marie－Tooth　neuropathy　I　B）
G　protein－coupled　receptor　27
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Table　3　Continued．
SLR　Genbank　ID　Common　name Gene　name
4．4　NM　OO4474
3．9　AV727449
3．6　NM　oo3433
3．6　AA　166895
3．2　U64315
22　NMO22898
1．7　AA488672
1．4　N91520
1．3　NM　OO5066
1．3　NM　OO5419
1．2　NM　oo4852
1．1　X55005
2．5　NM　OOIO36
2．4　AF250321
2．3　AW299958
2．3　NM　OO4791
2．2　NMO14332
1．6　NMO21123
1．6　NMO21570
1．2　BF508685
1．1　NM　OO4960
1．1　NMO17503
FOXD2
PCAF
ZNF132
NHLH2
ERCC4
BCLIIB
KLF7
ZNF202
SFPQ
STAT2
0NECUT2
THRA
RYR3
C30rM8
PAPSS2
1TGBLl
SMPX
GAGE7
BARXI
CTRL
FUS
SURF2
　　Regulation　of　nucleobase
forkhead　box　D2
p300／CBP－associated　factor
zinc　finger　protein　132
nescient　helix　loop　helix　2
excision　repair　cross－complementing　rodent　repair　deficiency
B2cell　CLL／lymphoma　11B　（zinc　finger　protein）
kruppel－like　factor　7　（ubiquitous）
zinc　finger　protein　202
splicing　factor　proline／glutamineLrich
signal　transducer　and　activator　of　transcription　2，　113　kDa
one　cut　domain，　family　member　2
thyroid　hormone　receptor，　alpha
　　　Others　or　unknown
ryanodine　receptor　3
chromsome　3　open　reading　frame　28
3’一phosphoadenosine　5’一phosphosulfate　synthase　2
integrin，　beta－like　1　（with　EGF－like　repeat　domains）
small　muscle　protein，　X－linked
G　antigen　7
BarH－like　homeobox　1
chymotrypsin－like
fusion　（involved　in　t　（12；　16）　in　malignant　liposarcoma）
surfeit　2
る遺伝子がBasic　helix－loop－helix　domain　containin9，
class　B，2（BHLHB2）など7種類、増殖、分化を制御
する遺伝子が6種類含まれていた（Table　4）。
考 察
　ヒト肝癌細胞株を立体的に培養し、細胞本来の形態
に近い状態を保つことで、一般的な単層培養系とどの
ような遺伝子の発現が異なるかを解析するため、TGP
を利用したHepG2細胞の三次元培養系を確立した。
本研究グループでは、すでにヒト肝癌細胞株Huh－7
のTGP培養系を作製し、これが肝炎ウイルスの増殖、
粒子産生モデルとして有用であることを示してい
る4）。Huh－7細胞をTGP培養した場合、単層培養に比
べ細胞増殖度の低下が観察されているが、今回、
HepG2細胞の場合も同様の傾向が認められた。
　村上らは、TGPで三次元培養したHuh7由来細胞株
（RCYMI）の微細構造を透過型及び走査型電子顕微
鏡で観察し、単層培養に比べて細胞表面の微絨毛がよ
く発達し、また微小胆管様の構造が細胞間に認められ
ることを報告している4）。今回、HepG2細胞をTGPで
7日間培養することにより直径約50μm程度のス
フェロイド構造が形成されることを見出したが、この
細胞塊の切片を作製し電子顕微鏡観察を行ったとこ
ろ、同様の構造を認め、また細胞間接着面にジャンク
ション構造が観察された（吉崎ら投稿準備中）。これら
の特徴は、人工肝臓モデルであるラジアルフロー型バ
イオリアクターで培養された高分化型ヒト肝癌細胞
で認められる特徴と一致しており5－7）、株化癌細胞株
であっても、三次元培養化に伴って生態の肝臓組織に
近い形態をとりうることを示している。TGPは、温度
感受性のポリマー素材を使用したマトリックスで、寒
天ゲルやゼラチンゲルとは逆に低温（150C以下）で水
溶液、高温（25℃以上）でゲル状となる。ゲルの硬さを
細胞、組織が自由に生育できる範囲に設定しているた
め、細胞等の立体的な培養が可能である。また、温度
を下げることにより、容易に融解するため、細胞への
ダメージを最小限にとどめた形で回収することがで
きる。また培養に用いる器具は、通常の細胞培養用の
ものであり特殊な装置を必要としない。人工肝臓装置
などと比べ汎用性に優れ多様な用途に利用すること
が可能である。
　細胞の三次元培養化に伴う遺伝子の発現変化を網
（8）
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Table　4Genes　with　decreased　levels　of　expression　in　the　IGFBP3－overexpressing　cells．
SLR Genbank　IDCommon　name Gene　name
一3．4
－3．4
－1．1
－1．0
－1．0
－1．0
一1．8
一3．5
－2．3
－2．3
－2．1
－1．9
－1．2
－12
－Ll
－1．1
－1．0
－1．0
－1．0
－ID
－1．0
一1．6
－1．6
－1．3
－12
－Ll
－Ll
－1．0
一2．5
71p4
－1．3
－1．3
一1．0
NM　021127
NM　015888
×15132
NM　OO1706
M92934
NM　013332
NM　ooO　188
NM　021212
AW189015
BCOO2836
NM　OO　1554
NM　004417
NM　002847
BCOO3143
NM　006018
NM　015675
NM　006472
BG546884
AW194730
ABOI1110
NM　020651
NM　003670
NM　003407
ABO17493
ALO21977
NM　002229
NM　OO　1674
NM　oo5384
ALO49250
AL136653
NM　oo　1124
BG232034
NM　002541
PMAIPI
HOOKI
SOD2
BCL6
CTGF
HIG2
HKI
Cell　growth，　differentiation，　apoptosis
　　　　　phorbol－12－myristate－13－acetate－induced　protein　1
　　　　　hook　homolog　1　（Drosophila）
　　　　　superoxide　dismutase　2，　mitochondrial
　　　　　B－cell　CLL／lymphoma　6　（zinc　finger　protein　51）
　　　　　connective　tissue　growth　factor
　　　　　hypoxia－inducible　protein　2
　　　　　　　Metabolism
　　　　　hexokinase　1
　　　　　Signal　transduction
ZF
EFN　A3
EFCAB2
CYR61
DUSPl
PTPRN2
DUSP6
GPRIOgB
GADD45B
TXNIP
CRIMl
STK17A
RASA4／／／FLJ21767
PELI1
BHLHB2
ZFP36
KLF6
MAFF
JUNB
ATF3
NFIL3
LOC440345
ClOorflO
ADM
ATPsC1
OGDH
HCF－binding　transcription　factor　Zhangfei
ephrin－A3
EF－hand　calcium　binding　domain　2
cysteine－rich，　angiogenic　inducer，　61
dual　specificity　phosphatase　1
protein　tyrosine　phosphatase，　receptor　type，　N　polypeptide　2
dual　specificity　phosphatase　6
G　protein－coupled　receptor　109B
growth　arrest　and　DNA－damage－inducjble，　beta
thioredoxin　interacting　protein
cysteine　rich　transmembrane　BMP　regulator　1　（chordin－like）
serine／threonine　kinase　17a　（apoptosis－inducing）
RAS　p21　protein　activator　4　／／／　hypothetical　protein　FLJ21767
pellino　homolog　1　（Drosophila）
Regulation　of　nucleobase
　　basic　helix－loop－helix　domain　containing，　class　B，　2
　　zinc　finger　protein　36，　C3H　type，　homolog　（mouse）
　　kruppel－like　factor　6
　　vLmaf　musculoaponeurotic　fibrosarcoma　oncogene　homolog　F　（avian）
　　jun　B　proto－oncogene
　　activating　transcription　factor　3
　　nuclear　factor，　interleukin　3　regulated
　Others　or　unknown
　　hypothetical　protein　LOC440345
　　chromosome　10　open　reading　frame　10
　　adrenomedullin
　　ATP　synthase，　H■トtransporting，　mitochondrial　Fl　complex，　gamma
　　polypeptide　1
　　0xoglutarate　（alpha－ketoglutarate）　dehydrogenase　（lipoamide）
羅的に解析するためマイクロアレイ解析を行った。
TGP培養系と単層培養系では細胞の増殖速度は異な
るものの、培養開始3日目ではどちらの培養系とも対
数増殖期にあることから、この時点の細胞で遺伝子発
現比較を行うこととした。解析の結果、TGP培養系と
単層培養系で発現レベルが2倍以上異なった遺伝子
は全体の1．2％（107遺伝子）であり、このうちTGP培
養系で発現が充進した遺伝子が87種類、低下したも
のが20種類であった。発現の充進した遺伝子群の中
では、BNIP3しなど細胞増殖のdown－regulationに関
連する遺伝子、FXYD2といったイオンなどの輸送に
係わる遺伝子、またTYRPlなど代謝関連遺伝子が特
徴的であった。発現の低下した遺伝子としてIGFlの
ような細胞増殖のup－regulation関連遺伝子が含まれ
ていたことを考えあわせると、三次元培養化に伴う細
胞遺伝子の発現変動が、細胞の増殖低下、分化誘導の
方向に働く可能性が考えられる。培養系の違いによっ
て発現レベルの差が認められた遺伝子のうち、増殖調
（9）
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節に関係するIGFBP3、　NDRGl、細胞内物質移動に関
わるSLC26A3、　FXYDl、　CP、　CHRNBl、信号伝達に
関わるTNSについて、7日間TGP培養および単層培
養を行ったHepG2細胞を用いて、　real－time　RT－PCR
法によりmRNA発現を定量的に解析した。その結果、
TGP培養におけるIGFBP3の発現充進が最も顕著で
あることが示された。さらにウエスタンプロット解析
により、IGFBP3は蛋白質レベルでもTGP培養系で
発現量が増加していることを明らかにした。
　IGFBP3は、　IGFに特異的に結合している蛋白質の
一種である。血中ではIGF及びacid－labile　subunitと
ともに約150kDの三量体として存在している。
IGFBP3は6種類のIGFBPの中では血中濃度が高く
IGFの作用を調節していると考えられている8－10）。
IGFはインスリン様効果に加え、細胞DNA合成の調
節に関与しており肝癌細胞などの増殖を促進する。一
方、その生物活性はIGFBP3との結合により減弱する
ことが知られている11－13）。肝癌細胞株にIGFBP3を添
加することにより細胞増殖が抑制されること14）、生体
内においてIGFBP3の発現が肝癌の大きさ、組織型、
被膜浸潤、門脈浸潤の有無に関係し、発現が弱い場合
肝癌患者の生存率も低くなること15）16）などが報告さ
れている。IGFBP3の癌細胞増殖抑制能にはこのよう
なIGFとの結合を介した作用の他に、最近ではIGF
非依存的機構が知られるようになり17）、アポトーシス
促進、血管新生抑制などの作用が報告されているもの
の、その作用機序は未だ十分には解明されていな
い18－20）。
　HepG2細胞の増殖効率にIGFBP3が関与している
かを調べるため、細胞にIGFBP3を強制発現させ増殖
曲線を求めた。予想通り、IGFBP3高発現細胞では増
殖率の低下を認めたことから、三次元培養化に伴う
IGFBP3の発現上昇が細胞増殖度低下に寄与している
可能性が示唆された。さらに、IGFBP3の発現誘導に
伴う遺伝子発現の変化を網羅的に解析したところ、
IGFBP3発現レベルの異なる二種類の培養系で発現レ
ベルが2倍以上変化した遺伝子は全体の1％　（94遺伝
子）であった。IGFBP3強制発現細胞で発現が転進し
ていた遺伝子の中には、PRKG2など細胞間シグナル
伝達に係わる遺伝子、FOXD2など核酸代謝関連遺伝
子が、発現が抑制された遺伝子にはZFなどシグナル
伝達に係わる遺伝子や細胞増殖に係わるphorbol－12－
myristate－13－acetate－induced　protein　l（PMAIPI）など
が含まれていた。この結果は、IGFBP3の発現充進に
伴う癌細胞の増殖能、特性の変化の分子機構を解析す
る上で有用な知見となることが期待される。
　本研究で初めて、肝癌細胞の三次元化培養に伴って
IGFBP3の発現が上昇すすることが明らかとなった。
IGFBP3の遺伝子発現を制御する因子についてはいく
つか報告されており、発現を充進ずるものとして
PTEN21）、　COX－222）、　DeltaNp63alpha23）、　GH24）が、抑
制するものとしてPTH17）が挙げられる。またHIF－
1αはIGFBP3の発現に必要とされている25）。しかし
ながら、TGP培養においてこれらの遺伝子の発現変
化は必ずしも顕著ではないため、三次元培養による
IGFBP3発現誘導の引き金となる因子の同定は今後の
検討課題である。
結 論
　ヒト肝癌細胞株を、本来の形態に近い立体的な状態
で培養することにより変動する遺伝子発現を解析す
るため、ハイドロゲルTGPを利用したHepG2細胞の
三次元培養系を確立し以下の知見を得た。
　1．TGP中では細胞増殖速度は低下するものの、7
日間培養で直径約50μm程度のスフェロイド構造が
形成された。
　2．マイクロアレイ解析の結果、三次元培養に伴う
1）細胞増殖制御、2）細胞分化調節、3）細胞内輸送、4）
脂質代謝に関連する遺伝子群の発現変動が特徴的で
あった。
　3．単層培養に比べTGP培養で顕著にmRNAレ
ベルが充幽していたIGFBP3は、蛋白質レベルでも
TGP培養で発現量が高いことを確認した。
　4．IGFBP3を強制発現させたHepG2細胞では増
殖効率の低下が認められた。以上の結果より、肝癌細
胞の三次元培養化に伴うIGFBP3の発現上昇が細胞
増殖度低下に寄与している可能性が示唆された。
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Gene　expression　profiling　of　human　hepatoma　cells
　　　　　　　　　　　　　　　in　three－dimensional　culture
Kentaro　KUZUOKA’），　Koichiro　IWATA2）3），　Sayaka　YOSHIZAKI3），
　　　　　Hideki　AIZAKI3），　Tetsuro　SUZUKI3），　Takeshi　NAGAOi）
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Abstract
　　　　It　is　generally　difficult　to　maintain　physiological　functions　and　properties　of　human　liver－derived　cells　in　conventional
monolayer　（2D）　cultures．　ln　this　study，　we　established　a　three－dimensional　（3D）　culture　of　human　hepatoma　HepG2　using
thermoreversible　gelation　polymer　and　used　cDNA　microarray　analysis　to　identify　genes　expressing　difference　in　2D　and　3D
cultures．　Among　the　subset　of　genes　with）2－fold　difference　in　expression　was　a　number　of　regulators　for　cell　growth，
differentiation，　transport　and　lipid　metabolism．　IGFBP3，　which　is　known　to　down－regulate　cell　growth　and　to　induce
apoptosis，　was　identified　as　one　of　the　remarkably　up－regulated　genes　in　the　3D　culture．　Further　transcriptome　analysis
demonstrated　altered　gene　expression　in　the　cells　over－expressing　IGFBP3．　This　approach　will　enable　us　to　expand　our
research，　thereby　improving　our　understanding　of　regulatory　mechanisms　underlying　cell　growth　in　the　3D　settings．
〈Key　words＞　HepG2，　lnsulin－like　growth　factor　binding　protein　3　（IGFBP3），
　　　　　　　　　　　　ible　Gelation　Polymer　（TGP）
three－dimensional　culture，　Thermo－revers一
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